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Abstract (Basic): EP 664132 A 

A biocompatible, bioresorbable, non-toxic adhesive compsn. (1) for surgfeal use r esp. for 
bonding biological tissues to each othefror to implanted biomaterial, comprises a reactive acidic soln; 
of collagen or gelatin which has been modified by oxidative cleavage and is non-crosslinked but 
potentially crosslinkable. 

Also claimed are: <a) powdered collagen or gelatin, modified by oxidative cleavage, which is 
non-crosslinked, potentially crosslinkable and soluble at acidic pH; (b) a cone, reactive acidic soln. of 
the modified collagen or gelatin, for forming an adhesive soln.; (c) an adhesive kitlconsisting of (I) 
and a neutralising soln. (II) which can be mixed immediately before use; (d) a method of applying Q) 
to biological tissues and/or biomaterial by adjusting (I) to a fluidity suitable for distribution on the 
substrate, mixing (I) with (II) immediately before use to give pH 6-10, applying the fluid mixt. 
(before crosslinking) to the substrate and allowing the mixt to polymerise by crosslinking at human 
body temp.; and (e) the use of (I) for the prepn. of a bioresorbable, biocompatible, non-toxic adhesive 
material, consisting of collagen or gelatin which is completely and homogeneously crosslinked in 
bulk. 

USE - (I) is useful e.g. for adhesion, haemostasis, liq. or gas-proof seals, cicatrisation, filling, 
preventing surgical adherence, or as a local drug release system. (I) are applicable e.g. in general, 
digestive, hepatic, gastric, pancreatic, nephrological, urological, neurological, gynaecological, 
obstetric, otorhinolaryngological, cranio-facial, plastic, reconstructive, cardiovascular, pulmonary, 
thoracic, ophthamological, orthopaedic and dental-parodontological surgery. Typical applications are 
for repair of tendons or sealing of digestive anastomoses. 

ADVANTAGE - (I) is easily applied (esp. injectable with needles or catheters), has appropriate 
fluidity for accurate application and can be stored stably (specifically below Odeg.C, esp. at -80 to - 
lOdeg.C) while retaining reactivity and adhesive properties. (I) provides satisfactory adhesion and 
good mechanical strength, is biodegradable, does not release toxic residues and is simple and 
practical to use in kit form. 

Dwg.0/1 

Abstract (Equivalent): US 5618551 A 

A non-crosslinked and potentially crosslinkable pepsin-treated collagen or gelatin powder * 
modified by oxidative cleavage in an aq. soln., which is soluble at an acidic pH and stable on storage 
at a temp, of below 0 deg. C. and for a period of at least one month is claimed. 

Dwg.0/1 

Derwent Class: B07; D21; D22; P34 

International Patent Class (Main): A61L-015/32; A61L-024/00; A61L-025/00; 

C09G-001/00; C09J-189/00 
International Patent Class (Additional): A61L-015/58; A61L-015/64; 

C07K-014/78; C08H-001/06; C09G-003/00 
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EP 0 664 132 A1 

La pr6sente invention se sit lie dans la domaine des compositions adhesives destinees dun usage chirur- 
9 leal. D'une maniere plus precise, I'invention concerne une composition adhesive biocompatible, bioresorba- 
ble, et non toxique, notamment pour la liaison de tissus biologiques, y compris de tissus vivants, entre eux ou 
pour la liaison de tissus biologiques et d'un biomatertau implante, a base de collagene ou de gelatine modi f te(e) 
5 par coupure oxydative et non retictde(e), soluble en milieu acide. 

L'invention concerne egalement les produits intermediates servant a la preparation des compositions 
adhesives precitees ainsi que leur precede de preparation et est en outre, relative a des kits adhesifs destines 
a un usage chirurgica! extemporane. 

Le developpement et I'utilisation des codes tissulaires a usage chirurgical a fait Tobjet de nombreuses re- 
10 cherches et eludes experimental depufs des decennies. 

On connait, parexemple. une composition adhesive constitute de gelatine, resorcinol etde formaldehyde 
(GRF) qui a ete utilises entre les annees 1960 et les annees 1980. Dans ce composite, la fonction adhesive 
est attribuee a la gelatine poJymeds6e par le formaldehyde, le resorcinol (qui est un phenol) etant utilise pour 
reduire la dissolution de la masse adhesive. Des problemes de toxicite tissulaire aussi bien que de manque 
15 d'adhesivite ont ete notes dans plusieurs etudes (Braunwald et at.. Surgery, 59 : 1 024-1030 (1966) ; Bachet 
et at, J. Thorac. Cardiovasc Surg., 83: 212-217 (1982)). En outre. Templol de formaldehyde dans des compo- 
sftions a usage chirurgical n'est plus envisageable en raison des risques de relargage de ce composant et de 
sa toxicite. 

On connait egalement un systeme adhesif developpe a partir d'un polypeptide isole du byssus de la moide 
20 (marine adhesive protein) (Waite J. H. et al., Btochem.. 24 : 5010-5014 (1985)). Originellement extraite a partir 
de la moule, cette proteine a ete ensuite obtenue par voia de synthase ou de genie genetique (Voir notamment 
les demandes de brevet europeen n° 242 656 et Internationale WO 88/03953, et Marumo et af ., Biochem. Bio- 
phys. Acts, 872, 98-103 (1986) ; Swerdloff M.D. et a!., Int J. Peptide Protein Res. f 33, 31 3 (1989)). Ble est 
formee d'un enchatnement de motifs repetes construes d'un decapeptide caracteristique riche en resldus ty- 
25 rosine et proline hydroxylases et comprenant la DOPA (3,4-dihydroxyphenyf alanine) responsables de ces for- 
tes proprietes d'adhesion. Cet adhesif, bien que prometteur au niveau conceptuel, n'est cependant pas dis- 
ponible suite a des diff icuites dans son developpement et a la toxicite de certaines formes de decapeptides. 
Ce systeme a fait I'objet de nombreux brevets (voir notamment la demande de brevet Internationale WO 
92/10567 et ies demandes de brevet europeen publiees sous les n° 243 818 et 244 688 ; les brevets US-A-4 
30 808 702, US-A-4 687 740 et AU-8 824 972). 

Mais e'est en fait la mise au point d'une colle a base de fibrinogene et de thrombine qui a permis un reel 
developpement des domaines cTutilisation des colles tissulaires. 

(.'utilisation du fibrinogene comme biomateriau a visee adhesive remonte au debut des annees 1940 
(Young, Medawar, Lancet II : 126-132 (1940)). Apres les premiers resultats obtenus dans les anastomoses 
35 des nerfs (Tarlov et Benjamin, Surg. Gynecol. Obstet, 76 366-374 (1943)), ce systeme adhesif n'a pas apporte 
satisfaction compte tenu de la faible concentration en fibrinogene des plasmas utilises. 

C'est ensuite dans les annees 1970 que le concept d'une colle a ete reintreduit par ('utilisation de cryo- 
precipite contenant des concentrations elevees en fibrinogene (Madras et al., Wien Klin. Wochenschr., 87 : 
495-501 (1972)). Ce type de colle a ete ensuite commercialise par la Soctett IMMUNO sous le nom de TIS- 
4o SUCOL" (T1SSEEL) puis par BEHRINGWERKE sous le nom de "BERIPLAST" et par BIOTRANSFUSION sous 
le nom de "BIOCOL\ II s'agit d'une solution concentres de fibrinogene (70-140 mg/ml) contenant du facteur 
XIII et de la f ibronectine dont la polymerisation est induite par une solution de thrombine (4 a 400 Unites In- 
ternationales) dans un melange extemporane. Le fibrinogene polymerise ensuite en f ibrine pour reformer un 
coagulum qui assure r adhesion des tissus mis en contact 
*s Les dlff icuites et problemes majeurs souleves par ce product et ses composants sont d'une part, rabsence 

de caracterisation complete et de reproductibilite de la quanttte de chacun des composants de la solution de 
fibrinogene (Facteur XIII, f ibronectine, aprotinine) ; et d'autre part, la diff iculte d'inactivaUon virale absolue 
d'un tel produit vis-a-vis des virus non envefoppes comme des Agents Transmissibles Non Conventionneis. 
Ceci a conduit a une limitation de la possibiiite d'utiliser de tels produits a grande echelle, dans certains pays 
so (par exemple les Etats-Unis). 

Enf In. II a recemment ete decrit dans la demande de brevet europeen publiee sous le n° 0 466 383 (Bausch 
& Lomb Incorporated), une composition adhesive a usage chirurgical constrtuee de collagene nature! reticule 
dont la fluidity et la concentration, necessaires compte tenu dee applications chirurgicales envieagees, sent 
controlees par la proportion de reticulation dans la solution de collagene. Selon ce document, la fluidite et la 
ss concentration recherchees sont obtenues en melangeant une solution de collagene nature! fbrtement reticule 
et une solution de collagene naturel presentant un plus faible degre de reticulation. Des tissus biologiques peu- 
vent etre lies par application du melange precite, prealablement chauf fe pour obtenlr une fluidite permettant 
son application sur les tissus, puis en laissant refroidir. - 
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„ Z?J UUe T' ' a presence do eollagftne faiblement reticule dans cette composition, bien ou'ameliorant la 
nu,drt6 du rnetenge et done la qualite duplication, est une limitation a la resXco^cTique 

°" 8 ^ en ffet, que la resistance mecanique et la biodegradable du collagene dependent essentlelle- 
ment du degre de reticulation et de la nature de la reticulation operee. °epenoent essentielle- 

On connait par ailleurs, par la demands de brevet europeen n° 87 401 S73 a , m nm^A a- i « 
du^lagene qui pen^ de ,e reticuler dans ,a masse e^ 

<fune solut on d aclde penodique ou periodate de sodium a temperature ambiante et en milieu adde Lisen 

te 'SSr'? * P " ^ °" baSiqU ° 00 procede d * Preparer dee ZSSSeTues 

ret.cu.es. non solubles (gels, films, poudres. lentHles ou encore P~duits de^WenJm^e^XeS 

adapl^^^ 

mJZSfH ^ v «; t « ,n . e /* encor « de fournir une composition adhesive facile a mettreen oeuvre, notamment 
22?? raid* fajgulles «i de catheters, presentant la fluidite reguise pour une applicSZcoScTno- 
^ZLZ f?i T* b '°. ,09iqiJeS 6t Stab,a dans «e temps tout en conservant ses pXZSSE? 
tb*.££„, If r,nve " t,on est 66 fou "* u ™ composition adhesive permettant d'obtenir une adSon' sa- 
^txC * b0nna r6SiStanC8 « btodSgradabiH*. sans risque de2e££n~ 

_ ^ n autre but de invention est de fournir un precede de preparation d'une telle composition facile a mettre 
en oeuvre. a.nsl que des kits adhesifs a usage chirurgical. tfutilisation simple et ST 

J^Z^ZST * "** " C ™ P ° S, ' tl0n ""^ * d * *» «* P°" 

tiv* dt "^ tonadhe ^«s«'on nnvention est caracterisee en cequ'ellec<>mprend une solution acidertao- 
bve de collagene ou de gelatine modified) par coupure oxydative. non retlcule(e) et potentiellement Z!SZ 

nM ^ We "!^" ! / e f a,ement pour ob i et *» s P™*** et solutions acides reactives a base de collages ou de 
gelatine mod.f,e(e) par coupure oxydative. non reticule(e). qui eont des produits irtennedia^^our Tprt 
paction des compositions adhesives precitees. ainsi que leur precede de preparation 

et jzx^xxssttsi s6,at,ne ^ if i6<e> par ^ ° xydative - « "«°"«°> 

Son precede de preparation est caracterise en ce qi/il consiste a : 

- preparer une solution acide de collagene ; 

" SIS? JiS?^ 0 aqueus ! < acide e* * temperature ambiante. a une oxydaUon m6nagee par une 
srfubon d acide pertodiqueou un de ses sels. a una concentration comprise entre environ 1et1CH>M- 

- preefpiter le collagene oxyde et non reticule, d pH aclde • et ' 

" r^^^T 1 "* d * S , hydrater ledil C °" afl6ne m0di ' fi * ^ ox y da «v« * "on reticul6. Pour 

I obtenir sous forme de poudre acide reactive. 

La solution acide reactive est une solution acide concentres de collagene ou de gelatine modifiefe> oar 

S£ ^J2rSJS22IS T at, °, n 8 '' adde PAri0diqUe ' soit a part * d « ,a P«-» eelon .Invention £e 
que eermie pr6c6demment. aprts remise en solution dans feau, a pH acide 

Son proc6d4 prtf6rd de preparation est caracttrise en ce qu'il consiste a - 

- une solution de neutralisation ; et 

- des moyens de melange pour melanger extemporanement lesdites solutions. 
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lis se presentant avantageusement sous la forme d'une double seringue equipee d'un melangeur. 
Enf in, Hnvention a pour objet un procede d'application sur des tissus biologiques et/ou un biomateriau 
implante, d'une composition adhesive selon r invention, caracterise en ce qu'il consists d : 

- amener la solution acide reactive de coilagene ou de gelatine modif ie(e) par coupure oxydative et non 
5 reticule(e), d un etat de fluidity adapte a une repartition convenabie sur lesdits tissus et/ou biomateriau ; 

- melanger, extern poran6ment, la solution acide reactive avec une solution de neutralisation de maniere 
& obtenir un pH compris entre 6 et 10 ; 

- appiiquer immediatement, avant reticulation, ie melange reactif neutralise et presentant un etat de flui- 
dity adapte, sur les tissus biologiques et/ou biomateriau implante a lier ; 

10 - lafeser polymeriser par reticulation £ la temperature du corns humain. 

Les inventeurs ont decouvert, d'une maniere surprenante, les proprietes potentiellement adhesives du coi- 
lagene oxyde. 

lis ont egalement decouvert qu'en ef fectuant une reticulation "in sftu" d'un tel coilagene, des tissus biolo- 
giques pouvaient ©tre lies entre eux ou avec un biomateriau Implante, cette liaison presentant une resistance 
15 mecanlque et une biodegradabilite adaptees. 

Enf in, les inventeurs ont decouvert que le coilagene modif ie par coupure oxydative et non reticule, pouvait 
etre conserve & pH acide a I' etat congeld, dans le but d'une preparation extemporanee, ce traitement permet- 
tant d'eviter I'autoreticulation du coilagene tout en preservant ses proprietes reactives adhesives. 

Selon I'invention, le terms "coilagene" designe indifferemment le coilagene ou la gelatine resultant d'une 
20 operation de chauffage ou de touts autre methods. 

Aussi, I'invention fournit un adhesif a base de coilagene oxyde, non reticule, qui a subi un chauffage 
controle et qui est destine a etre reticule in situ. 

Selon I'invention, on entend par "aire reticule in situ", le fart de provoquer la reticulation du coilagene mo- 
dify et reactif apres application sur des tissus biologiques et/ou diffusion dans lesdits tissus. 
25 Ceci s'oppose a 1'enseignement de I'etat de la technique qui preconise ('application de coilagene naturel 

dejd reticule, et qui ne prevoit pas d'operation de reticulation covaJente, sans addition d'agent reticulant, apres 
application sur les tissus biologiques. 

Le coilagene oxyde est obtenu par traitement d I'acide periodique ou Tun de ses sels, qui provoque des 
coupures dans ledit coilagene et cree ainsi des sites reactifs. 
30 Ce traitement est realise sur une solution acide de coilagene dont la concentration est comprise entre 0,1 
et 50 g/l. La concentration en cdlagene est de preference de 5 g/l. 

Le terme "cdlagene" designe id tout type de coilagene qu'il soit d'origine humaine ou d'origine anlmale 
tel que par exemple du coilagene humain de type I enrichi, de type III enrichi, de type I ♦ 111 ou de type IV ou 
encore du coilagene animal de type I ou de type I + III. 
35 Le coilagene en milieu acide est soumis a Taction de I'acide periodique ou Tun de ses sels par melange 

avec une solution dudit acide ou un de ses sels, a une concentration comprise entre 1 et 10~* M, de preference 
entre 5 10-* Met 10-' M. 

La reaction est effectuee a temperature ambiante pendant une duree pouvant alter de 10 minutes a 72 
heures et qui est de preference d'environ 2 heures. 
40 On procede ainsi & une oxydation menagee du coilagene sans en provoquer la reticulation. 

L'invention fournit en outre, un moyen tfisoler et de conserver ce produit intermediate sous forme de pou- 
dre ou de solution. 

En effet, par addition de eel, notamment duchlorure de sodium, 6 (a solution acide precedemmentobtenue, 
on provoque la precipitation du coilagene oxyde presentant des sites reactifs utiles pour la reticulation finale. 
45 Apres plusieurs lavages successife, resuspension dans rethanoi ou I'acetone et deshydratation dans des 

conditions steriles, on obtient du coilagene oxyde sous forme de poudre. Cette poudre est soluble en milieu 
acide. 

La deshydratation peut egalement &tre realisee par lyophilisation, dans des conditions steriles, selon les 
precedes bien connus et utilises industriellement dans ce domaine. 
50 Selon un autre mode de realisation de I'invention, on obtient une solution acide reactive concentree par 

concentration du preciptte issu da I'oxydation a I'acide periodique et ^dissolution a chaud ou sous vide pour 
eli miner les solvants organiques eventuets. 

Selon I'invention, la poudre ou la solution concentree de coilagene oxyde potentiellement reactif peut etre 
preparee en relativement grande quantite et etre conserve© sous cette forme a retat congele. La temperature 
55 de conservation est choisie entre - 10°C et -80°C environ. Qes conditions de conservation sont simples et per- 
mettent, en outre, de preserver la reactfvite du coilagene modif ie. 

La poudre et la solution acide concentree constituent des produits intermediates dans la preparation de 
la composition adhesive sefon I'invention. 
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Conformfimentd 1'invention, on peut preparer une solution acide reactive a partirdela poudre de coBagftne 
oxyde non reticule, potentiellement reticulable. par dissolution en milieu acide 

Pour ce faire on dissout la poudre de collagene oxyde dans de I'eau st6rile chauff6e a una temperature 
compnse entre 40°C et 80°C. Ce chauffage permet de faciliter la solubllisation du collagene oxyde a del 
concentrations relativement elevees, qui peuvent s'echelonner de 5 a 30 % en poids 
. °" P™** 6 ' pr6f6rence - d une ^corporation progressive du collagene oxyde, par example par quantite 
de 5 % (poidsfpoids) a cheque fols. On attend avantageusement la solubilisation pratiquement complete de 
chaque quantite de poudre avant dlntroduire la quantite suivante. 

La rapktite <f incorporation peut varier selon la poudre da collagene oxyde et est generalement comprise 
entre 10 minutes et 6 heures. 

On obtient ainsi une solution homogene. Selon I'invention. la solution acide reactive de collagene oxyde 
non reticule et potentiellement reticulata, est conservee a l'6tat congele. de preference a une temperature 
compnse entre -1 0»C et -80-C. Cette solution acide reactive est stable dans ces conditions. Elle constitua un 
produit intermediate pour la preparation <fune composition adhesive selon I'invention 

Ce mode de conservation, outre sa simplicite ^application, permet de maintenir la reactivite du collagene 
jusqu'au moment ou son utilisation est souhaitee. 

La reticulation du collagene oxyde a pH acide est operee par simple changement de pH lusqu'a une valeur 
neutre ou basique Pourcela, on utilise une solution tampon telle qu'apres melange a la solution acide reactive 
de collagene oxyde. on obtienne un pH compris entre 6 et 10. Ble est avantageusement constltuee de car- 
bonate ou de phosphate de sodium. 

"-'invention permet ainsi de preparer des kits adhesi fs destines a un usage chirurgical. par exemple pour 
la liaison de tissus entre eux ou avec un biomateriau implante. Ce kitcomprend une solution acide reactive 
telle que deem prec6demment. une solution de neutralisation, et des moyens de melange pour melangor ex- 
temporan&neatces deux solutions. Le kit est conserve a temperature negative, de preference entre -10°C et 
-80 C afin de preserver la reactivite du coilagfene oxyde et ses proprietes adhesives 

Selon un mode de realisation piefere de I'invention. le kit se presente sous la forme d*une double seringue 
equipee d un melangeur. dont I'une contient la solution ackto reactive de collagene oxyde tel que decrit pre- 
cedemment et I'autre le tampon de neutralisation, cette double seringue etent de preference congelee pour 
son stockageetsa conservation. ^ 

Selon I'invention. la neutralisation est avantageusement effectuee extemporanement avant application de 
la solution acide reactive de coRagdne oxyde sur les tissus biologiques a lier eL le cas echeant le biomateriau 
implante. 

Le delai necsssairo a la reticulation du melange reactif ainsi realise a partir de la solution acide reactive 
etde la solution de neutralisation, est suffisant pour permettre ('application de ce melange reactif sur les tissus 
et/ou biomateriau. avant polymerisation par reticulation. 

Pour une application correcte du melange neutralise reactif avec une bonne repartition de celul-cl surl'en- 
semble des tissus. ledit melange est avantageusement rendu stiff isamment f luide. Aussi. on rechauffe la so- 
lution acide reactive, et la solution da neutralisation provenant par exemple d'un kit tel que precrce, a une tem- 
perature comprise entre 30°C et 60°C, de preference 42* a 50°C. 

On realise ensulte le melange de ces deux solutions rechauffees a 1'akte des moyens de melange. 
On applique immedlatement avant que la reticulation ne se produise. le melange reactif neutralise a cette 
temperature, sur les tissus biologiques maintenus dans la position correcte de liaison recherchee 

On provoque alors la reticulation et la liaison des tissus en laissant agir quelques minutes. Le ref roidisse- 
ment ftventuel n'est pas necessaire a la reticulation nl a I'adhesion. II est impose par les conditions experi- 
mentales. 

On peut. bien sOr. appliquer le melange neutralise reactif prelablement amend a la temperature du corps 
du patient ou de r animal. 

Le melange des deux solutions predtees r6chauff6es et appliqu6es sur les tissus et/ou un biomateriau 
reagrtrapidemerrt, par exemple en quelques minutes, pour former un gel adhesif assurantla liaison des tissus 
entre eux ou avec le biomateriau implante. Bien entendu. le temps de reticulation est variable en fbnction no- 
tamment du teux d'oxydation du collagene. de la concentration de la solution acide reactive en collagene oxy- 
de. de la temperature de reaction, du pH du melange, etc. Notamment. la reaction est acceieree en augmentant 
la temperature ou en utilisant un pH plus alcalin, superieur a 8. 

Selon d*autres modes de mise en oeuvre de I'invention. on peut prevoir tfappllquer. par exemple sur la 
peau. la solution adde reactive sous forme de spray, puis de laisser la neutralisation s'effectuer par le milieu, 
foi la peau. en particulier dans le cas ou la rapidite d action de la composition n'est pas essentielle. 

On peut egalement prevoir dlntroduire dans le corps du patient ou de l animal, la solution acide reactive 
a I aide de catheters et, de la meme facon. de laisser se realiser la neutralisation par le milieu organlque lui- 
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meme. Mais, on peut bien entendu prevoir egalement d'introduire a I'akJe de catheters Id melange reactif, en 
particulier si I'effet recherche doit etre obtenu tres rapidement 

Le materiau adhesif obtenu selon 1'invention presente de bonnes caracteristiques mecaniques du fait no- 
tamment d'une reticulation homogene et dans la masse a travers les tissus mate egalement une bonne bio- 
5 degradabilite. 

En outre, il n'est pas toxique car la modification du collagene ne donne pas lieu d i'addition d'un agent 
chimique etranger susceptible d'etre libera ultdrieurement et d'etre a rorigine d une certaine toxicite. 

Les compositions et produits selon 1'invention presentent plusieurs domaines d'interet dans la chirurgie 
par leurs proprietes adhesives. Chaque domaine et chaque application differente met en oeuvre des fonctions 
10 differentes telles que notamment adhesion, hemostase. etancheite (au liquide ou au gaz), cicatrisation, 
comblement, prevention des adherences chirurgicales, embolisation, system© local de liberation de principes 
medicamenteux, etc. 

La solution acide reactive est un produit fluide pouvant interpenetrer les anf ractuosites des tissus biolo- 
giques sur lesquels eOe est appltquee et permet, apres reticulation, de former un gel capable de retenir des 
is tissus apposes cote a cote, en particulier dans le but d'une adhesion et d*une cicatrisation definitive. En outre. 
Tun des tissus biologiques peut etre remplace par un biomateriau telle qu'une compresse ou un patch. 

L'adhesion est une propriety intrinseque decouverte par hasard et la f luidite du produit a appliquer provient 
avantageusement de la structure moieculaire monomers aussi peu reticulee que possible et stable dans le 
temps de la solution acide reactive, malgre son caractere potentiellement reactif et reticulable. 
20 Aussi. fertilisation de la composition selon 1'invention peut se substituer. par exempts, a la mJcrosuture des 

nerfs par le matntien des deux bouts de nerf lese ou encore servir a l'adhesion des deux parties des t uniques 
de raorte lors des pathologies de dissection aigud de la crosse aortique. 

La grande f luidite de la solution acide reactive ou du melange reactif selon llnvention, eon pouvotr de pe- 
netration des tissus et son aptitude a la reticulation in situ permettent egalement une utilisation de la compo- 
25 sition adhesive selon I'lnventlon dans le but de limtter recoulement sanguin, recoulement d'un liquide autre 
que le sang ou recoulement (fun gaz, d'une cavite biologlque a une autre ou a i'exterieur de I'organisme. 

Le materiau adhesif forme apres reticulation in situ du collagene oxyde peut constituer une barriere me- 
canique en plus du roMe que peut jouer egalement la molecule de collagene vis-a-vis du dedenchement de la 
cascade de coagulation. 

30 Ces proprietes conferent un role nemos tatique a la composition selon 1'invention qui peut ainsi servir a 

I'arret du saignement d'une biopsie, d'une incision ou d'une tranche de resection du parenchyma d'un organe 
hautement vascularis e (foie, rein, rate) par application de fa composition seule ou assodee soit avec une 
compresse ou produit hemostatique, soit avec les techniques de ligature ou d'eJectrocoagulation convention- 
nelle. Elle peut servir egalement a I'arret du saignement ou suintement diffus de surface de tissus divers apres 

35 traumatisms, incision ou resection partielle. 

La composition selon 1'invention peut egatement assurer, par exemple, I'etancheite lors des curages du 
systeme lymphatique (lymphostase), I'etancheite des anastomoses reaJisees par suture de deux parties d'or- 
ganes ou de visceres entre eux, en particulier lorsque I'un de ces organes contient des fluides biologiques 
(cerveau-dure mere, oeil-cornee, appareil digestif, vaisseau) ; I'etancheite visant a une meilleure cicatrisation 

<o de ('anastomose pour assurer une etancheite definitive des tissus permettant tfeviter la f totalisation (anasto- 
mose visceral e. vasculaire, oesophagienne) ; ou encore I'etancheite des anastomoses pulmonaires diff idles 
a rendre etanche a la pression des gaz. 

La composition selon llnvention apporte une mat rice collagenique en elle-meme denu6e de principes toxJ- 
ques, au contra ire de la colle GRF precedemment d6crite par exemple, qui est capable d'etre infiltree par les 

45 cellules et les vaisseaux et permet ainsi d'etre remplacee progressivement par le tissu conjonctif endogene. 
Initialement, le gel reticule de collagene oxyde procure une matrice qui adhere fermement avec les tissus sous- 
jacents et assure une barriere mecanique empechant ainsi toute furte. Secondairement, le tissu conjonctif for- 
me en place et dans le produit selon 1'invention assure I'etancheite et la reparation definitive. 

Le temps de degradation, et done I'adhesh/ite prlmaire, et le role dans le comblement peu vent etre modules 

so par la concentration du collagene dans la solution adde reactive ou par son oxydation en particulier au niveau 
de la densite des liaisons reticulantes. 

La solution adde reactive apporte intrinsequement, par ses proprietes adhesives, la possibilite de Her un 
tissu avec un autre ou un biomateriau. par exemple une compresse ou un patch en collagene, et ainsi permet 
de computer la matrice necessaJre au comblement et a la cicatrisation de tissus loses. 

55 La composition selon llnvention peut ainsi etre appiiquee sur des parols a la suite de resection de tumeur 

ou de kyste, ou servir notamment au remplissage de cavites e videos lors de curetages ou de resections de 
tumeur ou de kyste. 

Elle peut egalement etre employee dans le but d'une obstruction definitive de la lumiere de vaisseaux d'un 



6 



EP 0 664 132 A1 



10 



15 



20 



30 



35 



40 



45 



SO 



organe ou d'un tissu af in d'en supprimer ou limiter la vascularisatfon pour provoquer sa regression ou sa dis- 
paiition. 

La composition selon I'invention pout ainsi s'appliquer notamment a I'embolisation de malformations ar- 
t6rio-veineuses cerebrates ou de tumeurs de type meningioma ou hepatique. 

Dans le domaine de la prevention des adherence* chirurgicales, la composition selon Invention permet 
au tissu lose de reformer des plans de cicatrisation corrects conduisant a Mmiter rapparition ulterieure d'adhe- 
rences chirurgicales. c'est-a-dire de liens tissulaires pathologiques inorganises reliant deux tissus ou deux or- 
ganes entre eux alors qu'ils sont naturellementsepares, grace a I'hemostase plus soigneuse, la meilleure 6tan- 
cheite et la meilleure separation des plans tissulaires quelle procure. 

La composition selon I'invention petit ainsi trouver des applications notamment en chirurgie reparatrice 
des tendons ou dans I'etancheite des anastomoses digestives pour limiter rapparition <fadh6rences1iees a la 
tentative de reparation natureile. 

Par aiUeurs. la composition selon Invention peut parallellement a ses proprietes adhesives. constituer 
un system© local de liberation de princlpes medicarnenteux. 

En effet, elle constitue una matrfce collagenique pouvant servir de reservoir pour une substance active 
La liberation de cette substance se deroule alors en deux temps : dans un premier temps, la portion de la subs^ 
lance active en phase soluble dans le f luide interstitiel du gel adhesif est liberee par diffusion de f luidea Dans 
un deuxieme temps, la substance active enchassee ou liee sur les molecules de collagene est relarguee au 
cours de la degradation progressive de la ma trice. 

En consequence, I'invention peuts'appliquer auxdomaines de la chirurgie digestive et generate dela chi- 
rurgie hepatique - gastrique et pancreatine, de la neurochirurgie. de I'urologie et nephrologie. de la chirurgie 
gynecologique et obstetricale. de la chirurgie oto-rhino-laryngologie, de la chirurgie cranio-faciale plastique 
et reconstructrice, de la chirurgie cardio-vasculaire, de la chirurgie pulmonaire et thoracique, en ophtalmofogle 
orthopedic, chirurgie dentaire-parodontologie, etc. 

On remarque a la lecture de ce qui precede que chaque fonction de la composition selon I'invention se 
retrouvedans plusieurs domaines et applications etlors de chaque apprication chirurgicale, plusieursfonctions 
peuvent etre mises en oeuvre ; ces fonctions sont neaninoins hierarchisees selon qu'elles sont essentielles 
ou complementaires ; les premieres resultent des proprietes intrinseques de la composition, a savoir adhesf- 
vite. biocompatibilite, bioresorbabilite et non toxfcite et sont majeures dans le role de la composition selon I'in- 
vention. quelle que soit la fonction recherchee ; les secondes decoulent desdites proprietes de base. 

Les exemples qui suivent sont une illustration du precede de preparation d'une composition selon I'inven- 
tion ainsi que de I'isolation des produits intermediates a cette preparation, lis illustrent egalement un mode 
de realisation prefer© d'un kit adhesif selon Tinvention ainsi que les proprietes adhesives de la composition 
seion I'invention. 

EXEMPLES 

I - PREPARATION. 

Example 1 : Preparation d'une poudre de collagene modifie par coupure oxydative a Taide d'acide oeriodi- 
que et non reticule. 

Pour preparer 20 g do poudre, on prepare une solution acide de collagene en dissolvant 20 g de collagene 
I bovin pepsine (sec et sans cendre) dans 20 litres d'acide chlorhydrique 0,012 N, sous agitation a une tem- 
perature comprise entre environ 4°C et 8°C, pendant 8 heures au minimum. 

La solution est ensuito filtree sterilement sur un f litre plaque et le f iltrat est recupere dans un f lacon sterile 

On additionne alors au f iltrat, sous agitation, 4,1 litres de chlorure de sodium (240 g/l) sterile et on poursuit 
ragitation pendant environ 10 minutes. On laisse au contact pendant 8 heures minimum. 

La suspension est alors transferee, dans des conditions steriles, dans des recipients de centrifugation 
steriles. On precede a une centrifugation a environ 8000 tp.m. pendant 15 minutes a 15°C environ. 

On recupere le precipfte pour proceder a I'oxydation manages par Tacide periodique. 

Pour cela, le predpite est repris dans de I'acfde chlorhydrique 0.012 N sterile en ajustant le concentration 
en collagene a 0,5 %. On agite a une temperature comprise entre environ 4°C et 8°C pendant 8 heures mini- 
mum. 



On ramene ensuite la temperature du milieu a environ 20°C puis on y ajoute, sous agitation, 80 ml <f aclde 
periodique 0,4 M sterile (365 mg d'acide periodique par gramme de collagene). 

On poursuit f agitation pendant environ 2 heures a Tabri de la himiere et on ajoute alors 0,8 litre de chlorure 
de sodium (240 g/l) sterile, en malntenant I'agitation environ 5 minutes supplementaires. 
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On laisse reposer la suspension environ 30 minutes puis on la transfere dans des recipients de centrifu- 
gation steriles. On procede alors a la centrifugation a environ 8500 Lp.m. pendant 15 minutes a 20°C environ. 

On recupere le precipite et on ie remet en suspension dans 4800 ml (q.s.p.) de NaCI 41 g/l, HCJ 0,012 N f 
steriles. On maintient I'agitation environ 1 heure puis on transfere la suspension dans des recipients de cen- 
trifugation steriles et on effectue la centrifugation a environ 8500 Lp.m. pendant 15 minutes a 20°C environ. 

On recupere le precipite et on procede a un second lavage de la meme manfere que precedemment 

On recupere le precipite issu de ce second lavage et on le remet a nouveau en suspension comme pour 
les lavages precedents. 

On maintient alors la suspension sous agitation pendant 8 heures minimum a environ 4-8°C. 

La suspension est ensuite transferee dans des recipients de centrifugation et on realise la centrifugation 
a 8500 tp.m. pendant 1 5 minutes a 20°C. 

Le precipite recupere est remis en suspension dans une solution <f acetone a 90 % dans I'eau. 

On agite environ 15 minutes et on recupere le precipite par filtration sur tolle de nylon. 

On lave le precipite obtenu 3 foia avec de V acetone a 80 % et 3 fbis avec de I'acetone a 100 %. 

On deshydrate le precipite acetonique resultant sous courant d*air sterile jusqu'a point constant. On obtient 
un rendement quantitatif proche de 1 00 %. 

Pour conserver la poudre de coilagene oxyde obtenue, on la place dans des flacons steriles que Ton 
congele a -80°C. 



Example 2 : Preparation (Tune solution acide reactive de coilagene modifie par coupure oxydative a I'aide 
d'acide periodlque et non reticule. 

On dtssout la quantite necessaire de poudre de coilagene oxyde, non r6ticule, dans de I'eau ultraf iltree 
sterile. 

La quantite de poudre (P p ) necessaire a la preparation de 1 00 g (P.) de solution acide reactive est calculee 
de la facon suh/ante : 

P = P3XC 
p (100 - h) 

ou Ps represente la quanta de solution acide reactive preparee, c represents la concentration f inaJe du coi- 
lagene dans la solution acide reactive et h represente I'humidite residuelle de la poudre de coilagene oxyde, 
non reticule. 

La quantite d'eau ultraf iltree (PJ est calculee comme suit : 

P. - P. - P P 

Ainsi, pour la preparation de 100 g d'une solution acide reactive a 15 % a partir d'une poudre ayant une 
humidite residue lie de 1 4,5 % : 

P p = 17,54 getP # = 82,46 g 
Pour la preparation de 100 g d'une solution acide reactive a 20 % a partir de la meme poudre : 

P p = 23,39 getP s = 76,61 g 
Pour cela, on ajuste la temperature de i'eau ultraf iltree a environ 60°C et on addhionne, sous agitation, 
la poudre de coilagene obtenue conformementa I'exemple 1 parfraction d'environ un tiers a chaque fois. Entre 
chaque ajout on poursuit Tagitation jusqu'a I'obtentlon d'une solution fluide. 

Compte tenu du chauffage controle opere, le coilagene perd sa structure helicofdaJe et se transforme en 
gelatine. 

Lorsque la totalite de la poudre de coilagene oxyde a 6te addrtionnee, on maintient encore I'agitation jus- 
qu'a i'obtentlon d'une solution homogene legerement visqueuse. 

Pour conserver la solution adde reactVe ainsi preparee, on la place dans des flacons steriles et on la 
congele a -20°C. 

Example 3 : Preparation d'un kJtadhesif a usage chirurgical. 

Pour un kit sous la forme d'une double seringue munie d'un meiangeur. on place une solution acide reactive 
de coilagene oxyde, non reticule, preparee conformement a I'exemple 2, dans une seringue et on place, dans 
I' autre seringue, une solution tampon. 

Pour 100 g de solution acide reactive a 15 %, il y a 27,5 g de tampon carbonate de sodium 0,41 M. 

II - TEST DE REACTIVATE III VITRO, 

On mesure le temps necessaire a la retteulation de la solution acide reactive conduisant a un gel, dans 
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les conditions physiologiques d'utilisation suivantes : 

- On chauffe 1 g do solution acide reactive a 15 % a environ 42 °C pendant 2 a 3 minutes ; 

- On y ajoute 275 microlitres do tampon carbonate de sodium 0,41 M ; 

- On agite le melange a la spattrie pendant environ 15 secondes. 
5 - On note I'aspect du produft resultant toute les 60 secondes. 

Les resuitats sont les suivants : 



Etape I: 


apres 0,5 min : 


aspect visqueux 


Etape H : 


apres 1,5 min : 


aspect semi-gelifie 


Etape III : 


apres 2,5 min : 


aspect gelif ie solide 



III - TEST D'ADHESMTE ; EVALUATION EX VIVO. 

devaluation des proprietes adhesives de compositions seton I'invention a ete realisee sur des tissus mus- 
culaires de lapln (rable). Ges tissus sont conserves a 4°C dans du serum physiologique pendant 48 heures 
au maximum. Le tissu de lapin est decoupe dans le sens des fibres a I'aide d'une t rancheuse eiectrique (epais- 
seur des tranches : 2,5 iO, 5 mm), puis des carres de 25 mm x 25 mm sont decoupes dans les tranches obte- 
nues. 

Les essais sont realises sur un apparel! de traction usuel, par example de type Adamel Lhomargy de type 
DY34 muni d'un capteur de force de 100 N. Get appareii permet d'obtenir les courbes force-deplacement. II 
permet egalement d'obtenir la force maximale d'arrachement (F^pJ, le module de Young, et r energie mise en 
jeu peut etre calculee d'apres I'aire sous la courbe. 

Dans chaque type d'essai, deux eprouvettes de tissu de lapin sont f ixees a I'aMe d'une code cyanoacry- 
lique (par exemple vendue sous la marque "Loctite superglue", liquide ou gel) sur des supports inertes, verres 
ou cartons tres rig ides de dimension superieure. Les tests sont realises au bout de 3 minutes apres une pres- 
sion de 1 ou 4 N. 

La composition est appliques sur les tissus par un systems d'application double seringue a raison de 400 
ul par echantiilon selon r exemple 3, a une concentration en coll age ne de 15 %. 
On enregtstre apres 3 minutes de contact avec ; 

a) ia composition adhesive, sous 4 N : 

- une force adhesive maximale moyenne de 2,5 N (±0,36) ; (n=3) 

- une energie d'adhesion moyenne de 10,1 mJ (±3,7) ; (n=3) 

b) la composition adhesive, sous 1 N : 

- une force adhesive maximale moyenne de 3,2 N (±1,7) ; (n=3) 
* une energie d'adhesion moyenne de 5,4 mJ (±3,3) ; (n=3) 

c) la cdfe de Fibrine, sous 4 N : 

- une force adhesive maximale moyenne de 2,5 N (±1.6) ; 

- une energie d'adhesion moyenne de 3,8 mJ (±2). 

Ces valeurs montrent que la composition adhesive selon i'invention donne des valeurs d'adhesion ex vivo 
au molns egales a celles de la colle de fibrine utilisee comma reference. 



IV - TEST D'ADHESIVITE IN VIVO. 

Le pouvolr adhesif da la composition selon llnvention est determine in vivo dans un modele standardise 
de collage de lambeau de peau. 

Sur des rats de type OFAou Sprague Dawiey prealablement anesthesias et tondus, deux plaies equiva- 
I antes sont realise es sur chaque f lane du rat par rapport a la ligne mediane de la colonne vertebrale. La plaie 
type comporte trois cotes de 2 a 3 cm de longueur. Les incisions sont realisees sur les cdtes tetes, dos et queue 
de chaque f lane, LTincision tete etant realisee a environ 13 cm du bout du museau du rat 

Apres realisation de la plaie type, 0,2 a 0.4 ml de composition selon I'invention est applique sur la plaie 
par un systeme d'application double seringue ; puis le lambeau de peau est positionne et maintenu en place 
parte manipulateur pendant 1 a 2 minutes. Les berges de la plaie, correctement maintenu es par le produit selon 
llnvention, ne se detachent aiors plus et restent fermement maintenues. En I'absence de produit ou en pre- 
sence d'un autre type de collagene tel que du collagene chauffe non oxyde, les berges des plaies ne restent 
pas correctement en place et la plaie s'ouvre a nouveau. 
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La plaie controlateraJe est collee <je maniere identique par de ta colle de f ibrine (TiSSUCOL ou BIOCOL) 
servant de produit de reference. 

Ce test caracterise cfune part, Padhesfvite primaire de radhesif selon Hnvention, a savoir Pef f icacitd de 
collage au moment de la mise en place qui doit permettre un maintien des berges en place : 
5 . En satiation per operatoire, elle est observee apres 1 a 2 minutes de maintien par la manipulates ; 

. En situation postoperatoire, elle est observee dans les deux premieres heures lorsque I'animal est anes- 

thesie, et dans les deux premiers jours lorsque I'animal est vigile et bouge. 
Par aill eurs, le maintien primaire doit etre relaye par le processus de cicatrisation normal des tissus condun 
sant a I'adhesion definitive des berges de la plale que Ton qualif ie d'adheshritf secondare. 
10 Ce test caracterise d f autre part, le bon maintien des berges accolees qui est observ6 apres le reveil de 
i'animal puis a 24, 48 et 72 heures. 

. Si le produit ne permet pas d'obtenir une adhesion physiologiquement correcte, le lambeau de peau se 

detache et conduit a une ouverture de la plaie. 
. SI le produit conduit a une adhesion primaire puis secondare correctes, le lambeau de peau reste correc- 
ts tement accroche et la cicatrisation definitive se poursuit 

La figure 1 iltustre la clnetique des evenements se produisant apres application de radhesif selon (Inven- 
tion. 

Un test comparatif a ete effectue avec la colle de f ibrine : 

Lore du test, le nombre de berges de plaies qui demeurent correctement coilees est compte tous les jours 
20 durant 3 jours. 

Le resultat est exprime en nombre da plaies correctement coilees en fonctton du nombre total de plaies. 
Les deux tableaux suivants montrent les resultats de deux essais independants. Tun conduit avec comme 
reference TISSUCOL et I'autre conduit avec comme reference BIOCOL. 

Les resultats montrent que r adhesion observee avec la composition adhesive sur 3 jours est au moins 
25 egale aux colles de reference BIOCOL et TISSUCOL. 

En rabsence de produit adhesif, aucune plate ne reste correctement collee. 
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Essai sur 8 rats (* 1 rat est decode a J3 sans relation avec le produit, supprlmant ('observation de 3 
berges). 

Ce test met ainsi en evidence que radhesif selon Invention permet d'obtenir une adhesion aussl satis- 
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fafsante aue la colle de f ibrina. 



6. 



Rove ndicat Ions 

1. Com^ition adhteVe biocompatible. bioresoroable et non toxique. a usage chirurgical notamment pour 
la liaison ide tissus biologiques entre eux ou avec tin biomateriau Implante. caracterisee en ce qu'elle 

*" 2°T P ? it !^. ad I l6Sh ' e8e,0n,a Lcaracterisee en ce que la solution aclde reactive est cons- 

btuee de collagene ou de gelatine oxyde(e) a laide d'une solution <Tadde perio di ql S ou u n d e se s sets 
a una concentration comprise entre environ 1 et 1<H M. Se ' 8 ' 

3. Composition adhesive selonl'une quelconque des revendications 1 et2. caracterise en ce que la concen- 
tration en collagene ou en gelatine est comprise entre environ 5aL30-% en poids. 

4. Composition adhesive salon rune quelconque des revendications 1 a 3. caracterisee en ce que la solution 
acide reactive est conserves a une temperature inferieure a O'C. 

5. Composition adhesive selon la revendication 4, caracterisee en ce que tedite solution aclde reactive est 
conserves a une temperature comprise entre environ -1 0°C et -80°C. 

Composition adhesive selon rune quelconque des revendications prec&tentes, caracterisee en ce que 
le collagene ou la gelatine est d'origlne humalna ou anlmale. Q 

^position adhesive selon I'une quelconque des revendications precedentes. caracterisee en ce que 

dVSS«! f^if ? bV V JSt ,, Un ° f ° ,Uti0n conce « t «« * P« acide dans de I'eau sterile, de collagene ou 
da gelatine oxyde(e) par racWe periodique ou Tun de ses sels et deshydrate(e) sous forme de poudre. 

Sable, XSST" ™ dime) PafCOUPUre ° XydatiVe - n °" rt0CU,6(e > *!»•"**"""* 

Poudre selon la revendication 8. caracterisee en ce qu'elle comprend du collagene ou de la gelatine oxy- 
d6(e) a " aide d une solution rfacide periodique ou un de ses sels. a une concentration comprise entre 
environ l et 1 M. 

10. Poudre selon l une quelconque des revendications 8 et 9. caracterisee en ce qu'elle estconservee a une 
temperature infeneure a 0°C. 

11 rnTre^on" ^CeTSc" 1 °' & " " qU ' e " e ^ ^ * 

12. Poudre selon I'une quelconque des revendications 8 a 11. caracterisee an ce que le collagene ou la ge- 
latine est d'ongine humaine ou animate. 

13. Precede de preparation d'une poudre selon I'une quelconque des revendications 8 a 12. caracterise en 
ce qu ii consists a : 

- preparer une solution acido de collagene ; 

- soumettre ladite solution aqueuse acids et a temperature ambiante. a une oxydation m6nag6e par 
une solution d acide periodique ou un de ses sels. a une concentration comprise entre environ 1 et 
1 1/"° M i 

- prectplter le collagene oxyde et non reticule, a pH acide ; et 

* - isoler ej t concentrer puis de*hydrater ledit collagene modif ie par coupure oxydatfve et non reticule 
pour I obtenir sous forme da poudre acide reactive. 

14. Procdde selon la revendication 13. caracterise en ce que Ton precipe a pH acide, la collagene oxyde et 
non reticule par addition de eel, notamment par addition de chfomre de sodium. 

15- Procede selon Tune quelconque des revendications 13 et 14. caracterise en ce que Ton utilise du colla- 
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gene d'origine humaine ou animate. 

16. Solution ackJe r6active concentree de collagene ou de gelatine modif ie(e) par coupure oxydative. non 
reticul6(e) et potentiellement reticulable. pour former une composition adhesive. 

17 Solution acide reactive selon la revendication 16, caracterisee en ce qu'elle est preparee a partir de la 
poudre selon Tune quelconque des revendications 8 a 12 par dissolution dans I'eau. a pH acide. 

18. Solution selon rune quelconque des revendications 16 et 17. caracterisee en ce que la concentration en 
collagene ou gelatine est comprise entre environ 5 et 30 % en polds. 

19. Solution selon I'une quelconque des revendications 16 a 1 8. caracterisee en ce qu'elle est conservee a 
une temperature inferieure a 0°C. 

20. Solution selon I'une quelconque des revendications 16 a 19. caracterisee en ce qu'elle est conservee a 
une temperature comprise entre environ -10°C et -80°C. 

21. Precede de preparation d une solution acide reactive selon la revendication 17. caracterise en ce qu'il 

consiste a : . „ ... 

- preparer une poudre sterile de collagene ou de gelatine modif ie(e) par coupure oxydative. non reti- 
cule(e) et potentiellement reticutaMe selon Pune quelconque des revendlcaUons 13 a 15, 

- dissoudre dans de i'eau sterile la quantitt necessalre de cette poudre. en chauffant a une tempera- 
ture comprise entre environ 40°C et 80°C. 

22. Precede selon la revendication 21. caracterise en ce que I'on dissout dans de I'eau sterile la poudre de 
collagene ou de gelatine modifie(e) par coupure oxydative et non retfculefe). par quantite d'environ 5 % 
(poida/poids). 

23. Kit adhesif biocompatible, bioresorbable et non toxique, destin6 a un uasge chirurglcal notamment pour 
la liaison de tissus biologiques entre eux ou avec un blomateriau implante, caracterise en ce quit 

CO ' n ^e d solution acide reactive de collagene ou de gelatine modifie(e) par coupure oxydative. non reti- 
cule^) et potentiellement reticulable, 

- une solution de neutralisation, et 

- des moyens de melange pour melanger extemporan6ment lesdites solutions. 

24. Kit selon la revendication 23. caracterise en ce que la solution acide reactive est une solution selon I'une 
quelconque des revendications 16 a 20. 

25. Kit selon I'une quelconque des revendications 23 et 24. caracterise en ce que la solution acide reactive 
est conservee & une temperature Inferieure & 0°C. 

26. Kit selon la revendication 25. caracterise en ce que la solution acide reactive est conservee a une tem- 
perature comprise entre environ -10°C et -80°C. 

27. Kit selon I'une quelconque des revendications 23 a 26. caracterisS en ce que la solution acide reactive 
est obtenue par le precede selon I'une quelconque des revendications 21 et 22. 

28. Kitselon I'une quelconque des revendications 23 a 27. caracterise en ce que la solution de neutralisation 
est un tampon permettant tfobtenir. apres melange avec la solution acide reactive, un pH compos entre 
environ 6 et 10. 

29. Kit selon la revendications 28. caracterise en ce que ledit tampon est constitue de carbonate ou de phos- 
phate de sodium. 

30. Kit selon I'une quelconque des revendications 23 a 29. caracterisd en ce qull se presente sous la forme 
tfunedoubleseringueequ,r>eedenK>yensdemela^^^ 

reactive de collagene ou de gelatine modif 16(e) par coupure oxydative. non ieticule(e) et potentiellement 
rfetlculable. etfautre contient la solution de neutralisation. 
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31. Precede <f application in vitro sur des tissus biotogiques et/ou un btomateriau,tfune composition adhesive 
selon Tune quelconque des revendicatlons 1 a 7. caracterise en ce qull consiste a : 

- amener la solution acide reactive de collagene ou de gelatine modif ie<e) par coupure oxydative et 
non reticul6<e), a un etat de f iuidite adapte a une repartition convenabie sur iesdits tissue et/ou bio- 
materiau ; 

- melanger extemporanement la solution ackfe reactive de collagene ou de gelatine et une solution 
de neutralisation de maniere a obtentr un pH compris entre 6 et 10 ; 

- applfquer immedlatement avant reticulation, le melange reactif neutralise et presentant un etat de 
fluidite adapte, sur les tissus biologiques et/ou biomateriau a Irer ; 

- ialsser pofymeriser par reticulation a la temperature du corps humain. 

32. Precede d'application selon ta revendication 31. caracterise en ce que, pour atteindre ledit etat de flufdite 
adapte, on chauffe la solution acide reactive a une temperature comprise entre environ 30*C et 60°C et 
on applique sur Iesdits tissus et/ou biomateriau, ladite solution acide reactive chauffee apres neutraJisa- 
tioru 

33. Precede d'application selon la revendication 32. caracterise en ce que Ton chauffe la solution acide reac- 
tive a environ 37°C. 

34. Procedd d'application selon la revendication 31. caracterise en ce que la solution de neutralisation est 
un tampon carbonate ou phosphate de sodium. 

35. Utilisation tfune composition adhesive selon I'une quelconque des revendications 1 a 7 pour la prepara- 
tion d un materiau adhfeif biocompatible, bioresorbable et non toxique. constitue de collagene ou de ge- 
latine reticule(e). sensiblement en totality, dans la masse et de mani&re homogSne. 



13 



BP 0 664 132 A1 




14 



EP 0 664 132 Al 



RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE 



EP 95 40 0093 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



4c» yartiCT taunt— 



CLASS EMETfT DE LA 
DEMANDS 0MCL6) 



o.x 



EP-A-0 253 715 (INSTITUT HERIEUX) 

* exerople 11 * 

EP-A-0 575 273 (FLAMEL TECHNOLOGIES) 

* revendications l t 15 * 



8,9, 
12-15 



A61L25/00 



A61L 



rapptrt ■ He ctafclJ pMtrc 



LA HA YE 



9 Mai 1995 



Peltre, C 



CATEGOUE DES DOCUMENTS CITES 



X : prtkatUrmcK D«rtto«ot 4 l«J sod 
V : parttad Hw—t p«rtto«at «* cmMr 

«tr» <ocmm« «« is Mm 
A : ttffcrtffltttacftMfesJftt 



T : ffctoiU o* prfads* * l « *«» ** riavwttoo 

I it «fit*i«6r, ««is »t*U4 4 U 

D: dt41*BjT 
L: <&6 pom futro nBoaj 



A: 



15 



